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摘要 : 以 黄 喉 拟 水 龟 ( Mauremys mutica ) 的 红 血 细胞 为 材料 ， 以 鸡 红 血 细胞 为 DNA 标准 (2.5 pg/2c)， 采 
用 流 式 细胞 仪 测定 了 黄 喉 拟 水 龟 及 其 两 个 种 群 的 细胞 核 基因 组 DNA 含量 。 黄 喉 拟 水 龟 的 细胞 基因 组 DNA 含量 
为 5.16+0.29 pg/2c (nm = 60); 南方 种 群 的 细胞 核 DNA 含量 为 5.19+0.30 pg/2c (n = 30)， 北 方 种 群 为 5.14+ 
0.30 pg/2c (mn = 30) ， 两 个 种 群 的 核 DNA 含量 无 显著 差异 (1 =0.6847, df=58,，P >0.05)， 
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Abstract: The cellular DNA contents of the yellow pond turtle ( Mauremys mutica ) and its two populations were 
studied by using a flow cytometer with the DNA of chicken red blood cells (2.5 pg/2c) as a standard. The DNA content 
of the turtle is $5.16 + 0.29 pg/2c (n = 60). The DNA content of southern population is 5.19 +0.30 pg/2c (n= 30) and 
that of northem population is 5.14+0.30 pg /2c (nm = 30), and there is no difference between southem and northern 
populations of M. mutica (t=0.6847, df=58, P >0.05). 
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黄 喉 拟 水 多 (Mauremys mutica Cantor)， 俗 称 
石 龟 、 香 乌龟 ， 分 类 上 隶属 旬 警 目 ， 龟 科 ， 拟 水 多 
属 ， 国 内 主要 分 布 于 江苏 、 浙 江 、 安 徽 、 广 东 、 广 
西 、 海 南 、 福 建 及 台湾 ， 国 外 分 布 于 越南 。 黄 喉 拟 
水 鱼 具有 较 高 的 食用 、 药 用 及 观赏 价值 ， 但 其 资源 
量 有 限 (Zhao，1998)， 在 广东 被 列 为 受 保护 的 水 
生动 物 。 该 种 的 人 工 繁殖 及 饲养 已 获 成 功 (Zhu et 
al，200la，b，e，d)， 并 显示 出 良好 的 经 济 前 景 。 
尽管 对 该 种 有 一 些 遗 传 研究 报道 《Guo et al，1998; 
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Nie et aa，1997)， 但 其 种 质 与 遗传 背景 仍 未 完全 明 
了 。 黄 喉 拟 水 鱼 分 布 范 围 较 广 ， 由 于 地 理 隔离 ， 致 
使 分 布 于 北方 和 南方 的 种 群 在 形态 、 繁 殖 生 态 以 及 
生长 特性 方面 均 有 所 差异 ; 我 们 用 RAPD-SCAR 分 
子 标记 也 证 实 了 两 个 种 群 存在 较 大 的 遗传 差异 
《Zhu et al，unpublishing); 因此 ， 两 个 种 群 的 差异 
是 否 达到 亚 种 水 平 ， 是 值得 探讨 的 问题 。DNA 含 
量 可 以 反映 基因 组 的 大 小 ， 并 作为 细胞 倍 性 的 一 个 
指标 ， 因 此 对 其 测定 是 研究 生物 基因 组 的 一 个 手 
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段 。Vinogradov (1998) 报道 了 多 种 龟 的 DNA 含量 
的 研究 工作 ， 但 有 关 黄 喉 拟 水 龟 的 细胞 核 DNA 含 
量 测定 的 研究 尚未 见报 道 。 

流 式 细 胞 仪 (fow cytometry〉 在 DNA 含量 检测 
(Birstein et al，1993; Ciudad et al，2002) 、DNA 与 
RNA 含量 比 测定 (Schmid et al，2000) 、 特 异 基 因 
定位 (Kejnovsky et al，2001; Vanderbyl et al， 
2001)， 以 及 染色 体 异 常 检 测 (Ehemann et al， 
1999; Clausen et al，2001) 等 研究 中 ， 是 一 个 强大 
而 有 效 的 工具 。 在 本 研究 中 ， 我 们 利用 流 式 细胞 仪 
对 黄 喉 拟 水 龟 的 两 个 种 群 进 行 了 细胞 核 DNA 含量 
的 测定 ， 一 是 了 解 黄 喉 拟 水 龟 细 胞 核 DNA 的 含量 
二 是 探讨 不 同 种 群 细 胞 核 DNA 含量 与 种 群 差 异 的 
关联 性 ， 为 该 物种 的 保护 和 开发 ， 以 及 种 群 分 类 提 
供 遗 传 背景 资料 。 


1 材料 与 方法 


1.1 实验 材料 

黄 喉 拟 水 龟 具 有 二 种 不 同 遗 传 特征 的 种 群 . 一 
种 是 分 布 在 越南 及 与 越南 接壤 的 广西 的 种 群 ， 我 们 
称 之 为 南方 种 群 ， 一 种 是 分 布 在 江苏 、 浙 江 、 安 徽 
等 地 的 种 群 ， 当 地 称 为 香 乌 龟 ， 我 们 称 之 为 北方 种 
群 。 实 验 龟 取 自 珠 江水 产 研究 所 龟 场 ， 南 方 种 群 和 
北方 种 群 各 30 只 ; 体重 在 10 ~ 20 g， 因 个 体 小 ， 
未 能 分 辨 肉 雄 。 另 取 6 只 龟 (4 雄 2 上 肉 ) 用 于 染色 
体制 备 。 
1.2 实验 方法 
1.2.1 样品 制备 按 Wei et al (2003) 的 方法 制 
备 样 品 ， 具 体 步 又 如 下 : 分 别 取 每 只 鱼 的 血样 ， 肝 
素 抗 凝 ，4 乞 放 置 1 h; 每 个 样本 取 2 pL 血细胞 
( 约 1x 105 个 细胞 ， 由 流 式 细 胞 仪 计数 )， 稀 释 在 I 
mL 预 冷 的 1 x PBS 中 。 对 照 标准 使 用 鸡 血 (Este- 
ban et al, 1991; Jakobsen, 1983; Vindelov et al, 
1983) ， 处 理 同 龟 血 。 取 700 pL 稀释 的 样本 与 300 
人 红 稀释 的 标准 鸡 血细胞 〈 即 样本 细胞 : 鸡 血细胞 = 
7:3) 混合 ， 混 合 细胞 用 预 冷 的 LIx PBS 洗 1~ 2 次 ， 
800 ~ 1 000 r/min 离心 5 min。 沉 淀 的 细胞 团 用 预 冷 
的 70 和 乙醇 重 悬 ， 在 4 乞 固 定 过 夜 。 用 预 冷 的 1 x 
PBS 洗 2~3 次 ，800 ~ 1000r/min 离心 Smin， 去 上 
清 , 沉淀 的 细胞 团 用 0.5 mL 0.5% pepsin + 0.1 
mol/L HCl 重 晤 ,室温 下 孵育 20 ~ 30 min， 并 轻 轻 
摇动 。 取 100 pL 细胞 悬 液 ， 用 含有 4 kU/mL 
DNase-free Rnase ( Beckman & Caulter Co.) 的 PI 


(propidium iodide) 溶液 (40 ng Pl/mL) 2 mL, 在 
室温 、 黑 暗 条 件 下 ， 染 色 1 ~ 3 h， 每 一 管 的 细胞 悬 
液 的 终 浓度 为 每 mL 中 含 7 x 10? 个 样本 细胞 和 3 x 
10# 个 标准 鸡 血细胞 。 混 合 细 胞 悬 液 用 40 ~ 100 jm 
的 尼龙 网 过 滤 后 上 机 分 析 。 

1.2.2 DNA 含量 测定 ”DNA 含量 采用 美国 Beck- 
man & Coulter 公司 生产 的 Epics Altra ee 
定 ， 每 个 个 体 的 样本 至 少 测定 10 000 个 细胞 ， 

水 冷 激 光 ，400 nm 激发 ，610 nm BP 接收 ， J 
用 内 定 标 ， 即 将 标准 鸡 血 与 龟 样 本 混 样 测定 : 流 式 
细胞 仪 自动 给 出 每 一 个 样本 和 标准 鸡 血 的 平均 PI 
荧光 密度 值 。 鸡 血细胞 的 DNA 含量 为 2.5 pg/2c 
(Rasch et al，1970)， 则 每 一 个 个 体 样本 的 细胞 核 
DNA 含量 =2.5x 样本 平均 PI 荧光 密度 值 / 鸡 血 平 
均 Pl 荧光 密度 值 。 

1.2.3 染色 体制 备 ”以 每 g 体 重 10 ug 剂量 给 实验 
旬 腹 腔 注 射 PHA，24h 后 再 以 每 g 体重 5~6 yg 的 
剂量 腹腔 内 注射 秋水 仙 素 ，3.5 h 后 取 脾 脏 : 
0.0375 mol/L KCl 低 渗 15 ~ 20 min。Camoy's 固定 
液 (甲醇 : 冰 醋 酸 = 3:1) 固定 。 参 照 Zhu et al 
(1990) 的 空气 干燥 法 制 片 、 


2 结 果 


2.1 DNA 含量 
黄 叭 拟 水 龟 和 鸡 的 红 血 细 胞 2n 小 峰 的 相对 位 
置 见 图 1，DNA 含量 测定 结果 见 表 1。 
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PI 荧光 常 度 PI fluorescence (Linear Scale) 


图 1 黄 喉 拟 水 龟 ( 左 ) 与 鸡 ( 右 ) 红 血 细胞 
DNA 直方 图 
Fig.1 DNA histograms of red blood cells of M. mutica 
(right) and chicken, Gallus domesticus (left) 


DODO http:/www.cqvip.com 


2 期 朱 新 平等 ， 黄 喉 拟 水 龟 细 胞 核 DNA 含量 的 分 析 179 








以 鸡 红 血 细 胞 DNA 含量 值 为 2.5 pg/2c 计算 ， 
黄 喉 拟 水 龟 红 血细胞 DNA 的 绝对 含量 为 5.16 = 
0.29 pg/2c， 其 中 ， 南 方 种 群 为 5.19+0.30 pg/2c， 
北方 种 群 为 5.14 + 0.30 pg/2c。 两 种 群 有 微小 不 
同 ， 经 统计 分 析 检 验 差 异 不 显著 (! = 0.6847，df 
=58, P >0.05)。 
2.2 ”染色体 数 目 

对 黄 喉 拟 水 龟 100 个 细胞 的 中 期 分 裂 相 进行 记 
数 ， 染 色 体 数目 为 49 的 有 1 个 ，50 的 有 2 个 ，51 
的 有 3 个 ，52 的 有 94 个。 染色 体 数 目 为 52 的 占 细 
胞 总 数 的 94%， 因 此 可 以 确定 黄 喉 拟 水 龟 二 售 体 
染色 体 数目 为 2n = 52。 
3 讨论 

在 我 们 的 研究 中 ， 黄 喉 拟 水 龟 的 DNA 含量 的 
种 群 差异 较 小 ， 南 方 种 群 的 平均 DNA 含量 为 5.19 
+0.30 pg/2c， 北 方 种 群 为 5.14 + 0.30 pg/2c， 南 
方 种 群 比 北方 种 群 稍 高 。 为 了 与 其 他 同类 动物 进行 
比较 ， 表 2 列 出 Vinogradov (1998) 利用 流 式 细 胞 
仪 测定 的 几 种 龟 的 红 血 细 胞 的 DNA 含量 。 从 表 2 
可 以 看 出 ， 染 色 体 2n = 50 的 彩 龟 ( Chrysemys pic- 
ta)、 欧 洲 池 包 (Emys orbicalaris ) 和 东方 盒 龟 


( Terrupene carolina ) 的 DNA 含量 分 别 为 5.14， 
5.20，5.18, 它们 之 间 的 差异 在 0.06 的 范围 内 。 
黄 喉 拟 水 龟 两 个 种 群 间 的 DNA 含量 的 差异 为 0.05， 
处 于 上 述 龟 科 三 个 物种 间 的 差异 范围 内 。 这 种 
DNA 含量 的 差异 难以 说 明黄 喉 拟 水 包 两 个 种 群 间 
的 遗传 差异 。 在 预 实验 中 ,我 们 曾 用 人 血 淋 巴 细胞 
作对 照 ， 测 定 了 黄 喉 拟 水 龟 南 方 种 群 6 只 、 北 方 种 
群 5 只 的 DNA 含量 ， 其 中 南方 种 群 的 DNA 含量 为 
5.18 pg/2c， 北 方 种 群 为 4.90 gp/2c; 两 个 种 群 间 
的 DNA 含量 亦 有 较 小 差异 ， 与 用 鸡 红 血细胞 作 标 
准 相 比 ， 昌 然 差异 值 不 同 ， 但 均 有 一 个 现象 ， 即 南 
方 种 群 的 DNA 含量 高 于 北方 种 群 。 从 表 2 还 可 以 
看 出 ， 所 列 的 几 种 龟 染 色 体 数 目 2n = 50 或 352， 其 
DNA 含量 在 5.02 ~ 5.30， 表 明 龟 的 DNA 含量 还 是 
比较 相近 的 ， 变 化 范围 不 大 ， 有 一 定 的 保守 性 。 
每 一 个 物种 包括 敬 干 个 体 组 成 的 若干 种 群 ， 各 
种 群 由 于 突变 、 自 然 选 择 或 其 他 原因 ， 往 往 在 遗传 
上 不 同 ， 特 别 是 龟 类 ， 由 于 地 理 隔 离 ， 遗 传 上 的 差 
异 可 能 更 大 。 我们 曾 在 形态 、 繁 殖 生 态 方 面 以 及 用 
RAPD 、SCAR 分 子 标 记分 析 比 较 南 北 种群 ， 证 明 
南方 种 群 与 北方 种 群 在 表 型 及 遗传 上 存在 差异 (Zhu 
et al ,unpublishing) -虽然 DNA 含 量 的 测定 无 法 说 





表 1 黄 喉 拟 水 龟 南 北 两 个 种 群 红 血 细胞 DNA 含量 
Table 1 DNA contents of red blood cells in two populations of Mauremys mutica 


黄 喉 羽 水 角 Mauremys mutica 


鸡 Gallus domesticus 








种 群 Population 样本 量 No. of samples 

Mean + SD Rang CV CV 
北方 Northern 30 5.14+0.30 4.59—5.51 4.74+0.69 4.86+1.68 
南方 Souther 30 5.19+0.30 4.74-5.79 4.13+0.77 4.32+1.04 


CV: 变异 系数 (Coefficient of variation ) 


表 2 几 种 龟 的 细胞 核 DNA 含量 的 比较 * 


Table 2 Compare of cellular DNA contents in some turtles* 





仿 最 ; 
物种 Species pe a No. 2 对 照 标准 资料 来 源 
(pg/2c) (2n) Standard used Resources 
黄 喉 拟 水 龟 Mauremys mutica 5.16 52 GD 本 文 This study 
鳄 多 Chelydra serpentina 5.02 52 HS, RT Vinogradov，1998 
彩 包 Chrysemys picta 5.14 50 HS, RT Vinogradov，1998 
斑点 包 Clemmys guttiata 5.14 HS, RT Vinogradov，1998 
伯 兰 丁 氏 包 Emydoidea blandingii 5.30 HS, RT Vinogradov ，1998 
欧洲 池 龟 Emys orbicalaris 5.20 50 HS，RT Vinogradov ，1998 
东方 盒 龟 Terrapene carolina 5.18 50 HS, RT Vinogradov，1998 


E = 
采用 流 式 细胞 仪 测定 动物 红 血 细 胞 核 DNA 含量 (Measuring the cellular DNA contents of red blood cells in turtles using 


flow cytometries ) 。 


HS: 人 (Homo sapiens); RT; 蛙 (Rana temporaria ); GD: 鸡 (Gallus domesticus ), 
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明 两 个 种 群 的 遗传 差异 。 但 我 们 认为 南方 种 群 与 北 
方 种 群 在 遗传 上 是 存在 差异 的 。 只 是 黄 喉 拟 水 龟 二 
个 种 群 的 这 些 遗 传 差异 在 分 类 上 能 否 达 到 亚 种 级 水 
平 ， 则 还 需要 进一步 的 研究 与 探讨 。 此 外 ，DNA 含 
量 测定 具有 不 同 的 方法 ， 可 以 使 用 不 同 的 仪 问 ， 也 
具有 不 同 的 对 照 标准 。 对 同一 物种 而 言 ， 用 不 同 的 
方法 或 不 同 的 对 照 标准 将 会 得 出 不 同 的 结果 (Gre- 
gory，2001)。 在 没有 统一 标准 的 情况 下 ， 一 些 结果 
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